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Abstract 
Effect of nitrogen and carbon source on the production of extracellular lipase by R. 
microsporus var. oligosporus UICC 550 was studied. The enzyme activity was also 
characterized in terms of temperature, pH, stability at room temperature, and effect 
of divalent ion. The amount of 2.5% (w/v) of olive oil as carbon sources and 5% (w/v) 
peptone as nitrogen sources were the optimum for production of lipase enzyme. 
Partial purifications using ammonium sulfate followed by dialysis showed that at pH 
6.5 and temperature 35
o
C was the optimum condition, respectively. The stability 
(remaining up to 80% of the optimum enzyme) was recorded at pH 6.5 after 24 hours 
incubation at room temperature. The optimum activity remained 40% of the after one 
hour incubation at 35
o









 inhibited the lipolytic activity. 
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Pendahuluan 
Lipase mikroba merupakan lipase 
ekstraselular yang diekskresikan melalui 
membran sel ke dalam medium. Optimasi 
kondisi fermentasi mikroba penghasil lipase 
sangat penting karena dapat mempengaruhi 
produksi enzim (Taipa et al., 1992). Produksi 
lipase tergantung pada beberapa faktor 
lingkungan seperti suhu, waktu inkubasi, umur 
dan jumlah inokulum, pH medium, sumber 
karbon, nitrogen, dan lipid, konsentrasi garam-
garam anorganik, dan ketersediaan oksigen 
(Yoshida et al., 1968; Davranov dan 
Khalameizer, 1997; Sarkar et al., 1998). 
Pokorny et al., (1994), menyatakan 
bahwa biosintesis lipase dapat berlangsung 
tanpa substrat lipid dan dapat ditingkatkan 
dengan penambahan inducer dalam medium. 
Aspergillus niger mengalami peningkatan 
produksi lipase apabila dalam medium kultur 
ditambahkan substrat lipid (Macris et al., 
1996). Penambahan minyak zaitun sebagai 
substrat lipid pada medium kultur Candida 
rugosa juga meningkatkan produksi lipase. 
Peranan faktor-faktor lain seperti sumber 
karbon, nitrogen dan mineral tidak dapat 
diabaikan (Benjamin dan Pandey, 1996). Oleh 
karena itu, optimasi medium mikroba 
merupakan tahapan penting untuk mendapatkan 
produksi enzim maksimal (Sharma et al., 
2001).  
Aplikasi lipase dalam bidang biomedik 
dan industri farmasi memerlukan lipase dengan 
tingkat kemurnian tinggi dan harus dikenal 
sifat-sifat spesifiknya seperti, kekhususan 
substrat, pH dan suhu optimum, pengaruh 
penambahan ion-ion logam dan lain-lain. Ion-
ion logam umumnya dapat membantu kerja 
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 dan lain-lain) dapat membantu kerja 
enzim di antaranya dengan membentuk ikatan 
kovalen dengan substrat, sehingga substrat 
semakin mudah terikat pada sisi aktif enzim 
(Boyer, 2002). Karakterisasi biokimiawi lipase 
adalah sangat penting untuk menentukan 
potensi aplikasinya (Benjamin dan Pandey, 
2001).  
Dari penelitian ini dapat diketahui (1) 
kondisi fermentasi terbaik R. microsporus var. 
oligosporus UICC 550 untuk memproduksi 
enzim lipolitik; (2) karakter enzim yang telah 
dipurifikasi sebagian pada suhu dan pH 
optimum, serta kestabilan enzim pada suhu, 
pH, dan penambahan ion divalen. 
Metode Penelitian 
Mikroba 
Rhizopus microsporus var. oligosporus 
UICC 550 koleksi University of Indonesia 
Collection Culture (UICC). 
Medium  
Medium pemeliharaan R. microsporus 
var. oligosporus UICC 550 pada Potato Dextro 
Agar (PDA). Medium basal dan fermentasi 
menurut (Samad et al., 1990) dimodifikasi oleh 
(Ellibol dan Ozer, 2002). Minyak zaitun 
(Bertoli) diemulsifikasikan berdasarkan metode 
Kulkarni (2002). 
Penentuan aktivitas lipolitik  
Aktivitas lipolitik ditentukan dengan 
cara titrasi menurut (Samad et al., 1990). 
Substrat minyak zaitun diemulsikan, dengan 
menambahkan 1% (g/v) PVA ke dalam minyak 
zaitun (50% v/v) kemudian ditambahkan 
sedikit demi sedikit bufer fosfat pH 7,5 (50% 
v/v) sambil terus dikocok. Emulsi 
dihomogenkan dengan shaker 150 rpm, selama 
minimal satu jam. Substrat 2,5 ml yang telah 
diemulsikan ditambahkan 1 ml filtrat enzim 
dan 20 µl CaCl2 0,02 M. Campuran tersebut 
diinkubasikan dalam waterbath-shaker, pada 
suhu 35
o
C selama 30 menit, dengan kecepatan 
pengocokan 120 rpm. Sebanyak 3,5 ml 
campuran etanol dan aseton p.a (1:1) 
ditambahkan pada substrat untuk menghentikan 
kerja enzim. Selanjutnya ditambahkan dua tetes 
larutan fenolftalein 1% dan dititrasi dengan 
larutan NaOH 0,05 M yang telah distandarisasi. 
Aktivitas lipolitik dinyatakan dengan 
banyaknya NaOH 0,05 M yang diperlukan 
untuk menetralkan asam lemak yang 
dibebaskan (Samad et al., 1990). Satu unit 
aktivitas lipase didefinisikan sebagai µmol 




Optimasi Produk Enzim Lipolitik  
Pengaruh konsentrasi substrat minyak zaitun  
Sebanyak 0,2 ml suspensi spora (1,4-
2,88 x 10
6
 spora/ml) ditambahkan ke dalam 
Erlenmeyer 100 ml, berisi 20 ml medium basal. 
Emulsi minyak zaitun 20% ditambahkan dalam 
medium basal sebagai substrat lipid sehingga 
konsentrasi akhir adalah 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 dan 
3% (v/v). Medium diinkubasikan dalam shaker 
incubator, pada suhu ruang (27-30
o
C), 
kecepatan agitasi 110 rpm dan diinkubasikan 
selama 48 jam. Hasil fermentasi disaring 
dengan kertas Whatman nomor 1. Aktivitas 
lipolitik ditentukan berdasarkan metode titrasi  
(Samad et al., 1990) dan biomassa dikeringkan 
dalam oven 80
o
C hingga konstan. Perhitungan 
berat kering biomassa ditentukan menurut 
(Nahas, 1988). 
Pengaruh konsentrasi pepton  
Medium basal dengan konsentrasi 
pepton 2, 3, 4, 5, 6, dan 7% (b/v). Sebanyak 0,2 
ml suspensi spora (1,4-2,88 x 10
6 
spora/ml) dari 
inokulum umur lima hari, ditambahkan ke 
dalam Erlenmeyer 100 ml yang berisi 20 ml 
medium basal dengan konsentrasi pepton yang 
berbeda. Substrat lipid, berupa minyak zaitun 
yang telah diemulsikan ditambahkan dalam 
medium hingga konsentrasi akhir substrat lipid 
dalam medium 2,5% (v/v). Selanjutnya 
diinkubasikan dalam shaker incubator, pada 
suhu ruang (27-30
o
C), kecepatan agitasi 110 
rpm selama 48 jam. Setiap perlakuan dilakukan 
tiga ulangan. Hasil fermentasi disaring dengan 
kertas Whatman nomor 1. Aktivitas lipolitik 
ditentukan berdasarkan metode titrasi (Samad 
et al., 1990) dan biomassa dikeringkan dalam 
oven 80
o
C hingga konstan. Perhitungan berat 
kering biomassa ditentukan menurut (Nahas, 
1988). 
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Pembuatan kurva produksi enzim lipolitik 
dan berat biomassa 
Sebanyak 0,2 ml suspensi spora (1,4-2,88 
x 10
6 
spora/ml) diinokulasikan ke dalam 
Erlenmeyer 100 ml, yang berisi 20 ml medium 
basal. Konsentrasi pepton 5% dan konsentrasi 
minyak zaitun 2,5% (v/v). Erlenmeyer yang 
berisi biakan diinkubasikan di dalam shaker 
incubator, pada suhu ruang (27-30
o
C), 
kecepatan agitasi 110 rpm. 
Sampel diukur aktivitas lipolitiknya dan 
berat kering biomassanya pada jam ke: 0, 4, 8, 
12, 16, 20, 40, 46, 50, 56, 62, dan 72. 
Purifikasi Parsial Enzim  
Presipitasi ammonium sulfat 
Medium fermentasi setelah jam ke 56 
inkubasi disaring dengan kertas Whatman No. 
1. Selanjutnya filtrat (300 ml) diendapkan 
dengan menambahkan 141,6 g ammonium 
sulfat (70%), berdasarkan metode Scopes 
(1988). 
Dialisis 
Filtrat yang telah diendapkan selama 24 
jam, disentrifugasi (4
o
C) dengan kecepatan 
20.000 rpm selama 10 menit. Endapan hasil 
sentrifugasi diresuspensi dengan sesedikit 
mungkin bufer fosfat pH 7,5. Semua hasil 
resuspensi dimasukkan ke dalam kantung 
dialisis kemudian direndam dalam bufer fosfat 
pH 7,5 selama 24 jam dengan dua kali 
penggantian larutan bufer. Dialisis dilakukan 
dalam ruangan bersuhu 4
o
C atau dalam lemari 
es selama 48 jam.   
Karakterisasi enzim  
Penentuan karakterisasi enzim dilakukan 
berdasarkan cara yang dilakukan oleh Koblitz 
dan Pastore (2006). 
Pengaruh pH dan suhu pada aktivitas dan 
kestabilan enzim 
Pengukuran pH optimum aktivitas 
lipolitik menggunakan beberapa variasi pH 
yaitu 4,0; 4,6; 5,4; 6,5; 7,5; 8,0; 8,4 dan 9,5. 
pada suhu 35
o
C. Kestabilan enzim pada 
beberapa pH diuji dengan penentuan aktivitas 
lipolitik sisa pada pH optimum setelah larutan 
enzim diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 
ruang (27-30
o
C) dengan variasi pH 4,6; 5,4; 
6,5; 7,5; 8,4 dan 9,5. Untuk mencapai pH yang 
diinginkan, larutan enzim di tambahkan larutan 
bufer yang sesuai. Bufer yang digunakan untuk 
variasi pH larutan enzim, dibuat berdasarkan 
metode Colowick dan Kaplan (1955). 
Pengukuran suhu optimum ditentukan 
dengan mengukur aktivitas lipolitik pada 
beberapa variasi suhu 30; 35; 40; 45; 50; 55; 
60
o
C, pada pH optimum (pH 6,5). Kestabilan 
enzim pada berbagai suhu diuji dengan 
menentukan sisa aktivitas lipolitik setelah 
larutan enzim diinkubasikan dalam tiga suhu 
30, 35, dan 40
o
C selama 1 jam.  
Pengaruh ion-ion divalen   
Sebanyak 1 ml enzim ditambahkan 50 µl 









 0.02 M, sehingga konsentrasi akhir 
ion-ion logam dalam larutan enzim adalah 1 
mmol/L, enzim diinkubasikan pada suhu ruang 
(27-30
o
C) selama satu jam, kemudian 
ditentukan aktivitas lipolitik. 
Hasil dan Pembahasan 
Optimasi Produksi Enzim  
Pengaruh konsentrasi minyak zaitun 
Aktivitas lipolitik R. microsporus var. 
oligosporus UICC 550 semakin meningkat 
dengan bertambahnya konsentrasi minyak 
zaitun hingga konsentrasi substrat lipid 
mencapai 2,5% v/v (2,72 U/ml). Aktivitas 
lipolitik kemudian menurun (1,88 U/ml) pada 
konsentrasi minyak zaitun yang lebih besar 
(3%) (Gambar 1). Pengaruh penambahan 
minyak zaitun terhadap penambahan biomassa 
berjalan seiring, dalam setiap penambahan 
konsentrasi minyak zaitun berat biomassa juga 
cenderung bertambah. Substrat lipid pada 
awalnya menginduksi peningkatan aktivitas 
lipolitik R. microsporus var. oligosporus UICC 
550, tetapi efek induksinya terbatas pada 
konsentrasi tertentu yaitu 2,5%. Adanya 
induksi ini juga dilaporkan pada aktivitas 
lipolitik Candida rugosa (Laksmi et al., 1999) 
meningkat seiring dengan bertambahnya 
konsentrasi minyak kelapa hingga mencapai 
konsentrasi 10% (v/v) dan aktivitas lipolitiknya 
mengalami penurunan pada konsentrasi minyak 
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lebih tinggi. Demikian juga dengan aktivitas 
lipolitik pada Mucor hiemalis (Akhtar, 1980). 
Pengaruh konsentrasi pepton  
Konsentrasi pepton berpengaruh pada 
produksi lipase. Produksi lipase terbaik 
diperoleh pada konsentrasi pepton 5% (g/v) 
(Gambar 2). Pepton merupakan sumber 
nitrogen organik yang dapat langsung 
digunakan oleh mikroba. Pepton (5% g/v) 
memberikan pengaruh yang baik terhadap 
produksi lipase Aspergillus niger dibandingkan 
ammoniumnitrat (0,1% g/v) jika tidak ada 
penambahan kalium fosfat (0,1% g/v). Akan 
tetapi penambahan ammonium nitrat bersama 
kalium fosfat berpengaruh lebih baik daripada 
pepton terhadap produksi lipase A. niger 
(Pokorny et al., 1994). Samad et al., (1990) 
menguji beberapa sumber nitrogen pada R. 
chinensis dan pepton 5% merupakan sumber 
nitrogen yang terbaik. Aspergillus sp. 
menunjukkan tingkat aktivitas lipolitik yang 
juga baik dalam medium pepton 1% dengan 













Gambar 1. Aktivitas lipolitik dan biomassa R. microsporus var. 
oligosporus UICC 550 dengan variasi konsentrasi minyak 















Gambar 2. Produksi lipase dan biomassa R. microsporus var. oligosporus UICC 
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Kurva produksi enzim lipolitik dan biomassa 
Gambar 3 menunjukkan produksi enzim 
lipase (biomassa dan perubahan pH). Kurva 
produksi lipase memiliki dua puncak, yaitu 
pada jam ke 20 (1.66 U/ml) dan jam ke 56 (2, 
99 U/ml). Terbentuknya dua puncak produksi 
lipase tersebut, kemungkinan disebabkan oleh 
dua hal. Kemungkinan pertama adalah, 
aktivitas lipolitik pada jam ke 20 (fase akhir 
eksponensial), merupakan enzim ektraselular. 
Diperkirakan pada saat itu sumber C yang 
berasal dari glukosa sudah habis dan sel-sel 
mulai mensekresikan enzim lipolitik untuk 
memecah substrat lipid untuk sumber C 
lainnya. Produksi lipase pada puncak kedua, 
yaitu pada jam ke 56 diperkirakan merupakan 
gabungan enzim lipase intraselular dan 
ekstraselular. Lipase intraselular diduga 
bergabung dengan lipase ekstraselular yang 
dibebaskan dalam medium pada akhir fase 
pertumbuhan (Druet et al., 1992). Hal tersebut 
didukung oleh pertumbuhan biomassa yang 
cenderung konstan. Kemungkinan kedua 
adalah tertundanya penggunaan asam oleat 
(dari minyak zaitun) karena penggunaan 
gliserol yang dilakukan terlebih dahulu. 
Gliserol yang dihasilkan dari hasil hidrolisis 
minyak zaitun (trigliserida) oleh lipase 
konstitutif menjadi represor penggunaan asam 
lemak oleh mikroba. Kemungkinan tersebut 
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Del 
Rio et al., (1990) terhadap Candida rugosa, 
yang menjelaskan bahwa penggunaan minyak 
zaitun terjadi dalam dua tahap yaitu 
penggunaan gliserol tanpa memproduksi lipase 
(hanya lipase konstitusi). Setelah gliserol habis 
dikonsumsi oleh sel-sel, maka aktivitas lipase 
akan meningkat untuk menghidrolisis asam 
lemak oleat. Selama gliserol masih ada dalam 
medium asam-asam lemak tidak akan 
dikonsumsi oleh Candida rugosa, adanya 
gliserol dapat menekan (repression) 
penggunaan asam lemak. 
Kemungkinan penyebab peningkatan 
aktivitas lipase pada fase stasioner juga 
dijelaskan oleh Pereira-Meirelles et al., (2000) 
yang melaporkan bahwa produksi lipase diawal 
pertumbuhan adalah lipase cell-bound, 
sehingga hanya lipase dalam tingkat basal yang 
akan terdeteksi dalam medium. Lipase 
ekstraselular mulai disekresikan ke dalam 
medium ketika sekitar 50% dari sumber karbon 
(minyak zaitun atau glukosa) telah dikonsumsi 
dan lipase akan mencapai konsentrasi 





  Gambar 3. Kurva produksi enzim lipase, biomassa, dan perubahan pH R. 
microsporus var. oligosporus UICC 550 inkubasi selama 72 jam. 
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Purifikasi parsial enzim lipolitik  
Fraksi pertama hasil fermentasi 
aktivitasnya 0,46 U/ml. Setelah pengendapan 
ammonium sulfat 0-70% yaitu fraksi kedua, 
aktivitas enzim lipolitik meningkat 17 kali,  
menjadi 6,24 U/ml. Fraksi ke tiga menunjukkan 
sedikit kenaikan yaitu menjadi 7,05 U/ml atau 
sekitar 28 kali dari aktivitas crude enzyme. 
Koblitz dan Pastore (2006) menggunakan 
ammonium sulfat 70% pada pemurnian enzim 
lipolitik R. microsporus. Rhizopus niveus 
memiliki aktivitas lipolitik yang tinggi ketika 
crude enzyme-nya dipresipitasi dengan 
ammonium sulfat 40-60% (Kemarsha et al., 
1998), sedangkan crude enzyme produksi R. 
oryzae dipresipitasi dengan penambahan 
ammonium sulfat 35-70% (Hiol et al., 2000).  
Iwai dan Tsujisaka (1974) menggunakan 
penambahan ammonium sulfat 70% pada crude 
enzyme R. delemar sebagai tahapan awal 
purifikasi. 
Karakterisasi Enzim  
Pengaruh pH terhadap aktivitas dan 
stabilitas enzim  
Aktivitas lipolitik maksimum dicapai 
pada pH 6,5 dalam bufer fosfat dan suhu 35
o
C.  
Aktivitas enzim menurun pada pH asam atau 
basa (Gambar 4). Lipase yang diisolasi dari R. 
chinesis, memiliki pH optimum 5,5 (Yasuda et 
al., 1999). Rhizopus sp. memproduksi lipase 
dengan dua pH optimum yaitu 5,5 dan 7,5 
(Koblitz dan Pastore, 2006). 
Enzim yang diinkubasi pada suhu ruang 
selama 24 jam pada pH 6,5, menunjukkan 
penurunan aktivitas lipolitik sekitar 20% dari 
aktivitas maksimum (Gambar 5), sedangkan 
pada pH lain penurunan aktivitas lipolitik 
sekitar 60%. Penurunan aktivitas enzim 
lipolitik dapat disebabkan oleh efek denaturasi 
atau dapat juga disebabkan oleh kerja enzim 
protease (Maia et al., 1999). 
Pengaruh suhu terhadap aktivitas dan 
stabilitas 
Kapang R. microsporus var. oligosporus 
UICC 550 memiliki suhu optimum sebesar 
35
o
C (Gambar 6). Pengukuran aktivitas 
lipolitik dilakukan pada pH optimum, yaitu 6,5. 
Suhu optimum diperoleh pada saat enzim 
menunjukkan aktivitas lipolitik maksimal. Pada 
suhu di atas suhu optimum aktivitas enzim 
mengalami penurunan. 
Uji kestabilan enzim pada berbagai suhu 
(Gambar 7). Aktivitas lipolitik menurun sekitar 
60% dari aktivitas maksimum pada suhu 
optimum (35
o
C), sedangkan pada suhu di 
bawah suhu optimum (30
o
C) aktivitas lipolitik 
menurun sampai 90% dan pada suhu di atas 
suhu optimum (40
o
C) aktivitas lipolitik 


















Gambar 4. Aktivitas lipolitik R. microsporus var. oligosporus 
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Gambar 5. Pengaruh pH terhadap prosentase stabilitas enzim lipolitik R. 










Gambar 6. Aktivitas lipolitik R. microsporus var. oligosporus 












Gambar 7. Pengaruh suhu terhadap prosentase stabilitas enzim lipolitik 
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Mucor hiemalis f. hiemalis yang diisolasi 
dari minyak sawit, memproduksi lipase dengan 
suhu optimum 40
o
C dan pH optimum 7,0. 
Lipase M. hiemalis stabil ketika diinkubasikan 
pada skala pH 4,0-9,0 dan suhu 45
o
C, selama 
15 menit (Hiol et al., 1999), sedangkan lipase 
yang diproduksi oleh R. chinensis memiliki 
suhu optimum pada 37
o
C. Penelitian yang 
dilakukan oleh Samad et al., (1990) 
menunjukkan lipase yang bersifat termofilik 
dari R. rhizopodiformis, stabil pada suhu 50
o
C 
(inkubasi 30 menit) dan 45
o
C (inkubasi 24 
jam). 
Pengaruh ion-ion divalen terhadap 
aktivitas enzim  
Gambar 8 menunjukkan penurunan 
aktivitas lipolitik pada saat enzim 









 selama satu jam. Hal 
ini menunjukkan bahwa enzim lipase yang 
dihasilkan oleh R. microsporus var. 
oligosporus UICC 550 tidak memerlukan ion 
logam yang diuji untuk kofaktor dalam reaksi 
enzimatiknya.  





 pada konsentrasi 1 mM pada M. 
hiemalis f. hiemalis dan 5 mM untuk R. oryzae. 
Sedangkan Mn
2+
, justru meningkatkan aktivitas 
lipase dari M. hiemalis (Sharma et al., 2001).  
Lipase ekstraselular dari Pseudomonas  
aeruginosa sangat dihambat oleh ZnSO4 1 mM 
(94% hambatan). P. pseudoalcaligenes 
dihambat oleh Fe
3+
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menghambat lipase karena ion-ion logam 
tersebut dapat mengubah konformasi enzim.  
Pengaruh kekuatan ion dan konstanta 
dielektrik terhadap kecepatan reaksi enzim 
kadang-kadang sulit diramalkan, karena sifat-
sifatnya yang kompleks. Penambahan berbagai 
jenis garam dapat merubah kekuatan ionik dan 
konstanta dielektrik larutan tempat enzim 
bekerja. Perubahan pada kekuatan ion dan 
konstanta dielektrik larutan enzim, akan 
mempengaruhi susunan keseluruhan molekul 
protein atau mengubah derajat ionisasi dan 
keaktifan substrat, selain itu juga dapat 
mengubah pH asam amino yang terlibat pada 
sisi aktif enzim (Suhartono, 1989). 










Gambar 8. Pengaruh penambahan ion divalen terhadap aktivitas 
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Kesimpulan 
Produktivitas lipase tertinggi pada 
konsentrasi pepton 5% (b/v) yaitu sebesar 1,33 
U/ml sebagai sumber nitrogen dan substrat 
lipid emulsi minyak zaitun 2,5% (v/v) sebesar 
2,72 U/ml sebagai sumber karbon. Produksi 
enzim lipolitik maksimum pada waktu inkubasi 
20 jam (1,66 U/ml) pada fase eksponensial dan 
56 jam (2,99 U/ml) pada fase stasioner. 
Aktivitas lipolitik paling tinggi dicapai pada 
jam ke 56. 
pH dan suhu optimum enzim lipase pada 
pH 6,5 dan suhu 35
o
C. Enzim stabil pada pH 
6,5 selama 24 jam dan suhu 35
o
C selama satu 
jam. Aktivitas lipolitik dihambat oleh 
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